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摘要 :【 目 的] 了解 家 看 Bombyx mori 维生素 B, 关键 代谢 酶 磷酸 吡 哆 醇 氧 化 酶 (pyridoxine-9$'-phosphate oxidase, PNPO) 
基因 在 家 春 不 同 发 育 阶 段 及 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 差异 。 [DARE PNPO 基因 的 重组 表达 质粒 pET-22b 
( + ) -PNPO 转化 人 大 肠 杆菌 Escherichia coli Rosetta 中 诱导 表达 ,纯化 蛋 日 制备 多 克隆 抗体 。 分 别 采 用 荧光 定量 PCR 
和 Western blot 方法 对 家 看 PNPO 基因 进行 了 转录 水 平和 翻译 水 平 的 表达 分 析 。[【 结果 在 家 看 发 育 水 平 上 ,5 龄 幼虫 
的 PNPO 翻译 量 为 最 高 。PNPO 基因 在 5 龄 幼虫 各 组 织 中 的 转录 水 平 由 高 到 低 依次 为 精 同 、 头 、 中 肠 、 马 氏 管 、 卵 
集 、 表 皮 、 脂 肪 体 、 丝 腺 ; 翻译 量 也 以 精 梨 为 最 高 ,其 次 是 头 、 中 肠 和 马 氏 管 。【 结 论 】 明确 了 PNPO ERRERA N 
段 及 5 龄 幼虫 各 组 织 中 的 表达 情况 。 
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Abstract: [ Aim] The expression profile of gene encoding pyridoxine phosphate oxidase ( PNPO) , which is 
a key enzyme related to VB, metabolism, was analyzed in different developmental stages and tissues of the 
5th instar larvae of Bombyx mori. [ Methods] The recombinant plasmid pET-22b ( + )-PNPO was 
transformed to Escherichia coli Rosetta for induction, expression and purification of PNPO, and then the 
polyclonal antibody was prepared. The expression profile of PNPO gene was analyzed by Real-time PCR and 
Western blot, respectively. [ Results] The highest translation level of PNPO gene was found in the 5th 
instar larvae. The transcription level in tissues of 5th instar larvae was in sequence of testis » head » midgut 
> Malpighian tubules > ovary > cuticle > fat body > silk glands. However, the highest translation level was 
found in testis, and then was in head, midgut, and malpighian tubules, respectively. [ Conclusion] The 
expression profile PNPO gene in B. mori has been defined by this study. 
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Vs RELIER ( pyridoxal 5'-phosphate, PLP) 是 维 
ÆR B, (vitamin B6, VB,) 的 主要 辅酶 形式 , 除 参加 
众 化 涉及 妥 基 酸 代谢 的 各 种 反应 外 , 还 与 细胞 其 他 
多 种 生理 活动 有 关 ( Kerry and Kwok, 1986). WER 
吡 哆 醇 氧 化 酶 (pyridoxine phosphate oxidase, PNPO) 
在 黄 率 单 核 苷 酸 (flavin mononuleotide, FMN) 和 O, 
的 存在 下 ， 催 化 磷酸 吡 哆 醇 (pyridoxine 5'- 
phosphate, PNP). B$ Re np" Hè ( pyridoxamine-5'- 
phosphate, PMP ) 形成 PLP (Zhao and Winkle, 
1995), PNPO 是 生物 体内 VB, 代谢 调控 的 关键 点 
( Merrill ef al., 1978; di Salvo et al., 1998), 
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Kazarinoff 和 McCormick ( 1975) 首先 从 锡 肝 中 纯化 
出 PNPO; 随后 老鼠 、 猪 脑 、 羊 中 的 PNPO 也 得 到 了 
纯化 ( Cash et al., 1980; Churchich, 1984; Choi et 
al., 1987) 。 近 年 来 关于 PNPO 的 作用 机 制 和 空间 
结构 也 有 报道 (Loubbardi et al., 1995; di Salvo et 
al., 2002 ; Musayev et al., 2003; Pédelacq et al., 
2006) , 

KAE VB, 异 养 型 生物 , 但 其 体内 VB, 的 转 
换代 谢 与 哺乳 动物 相 比 存 在 较 大 差异 ( 张 剑 前 和 黄 
龙 全 , 20033), VB, 与 家 和 恒生 长 发 育 、 丝 和 蛋 日 合成 
以 及 氨基 酸 代谢 等 过 程 密切 相关 ( 张 剑 韵 和 黄龙 
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4, 2003b)。 本 研究 室 克 隆 出 家 看 PNPO cDNA 
(GenBank 登录 号 : ABE28379) ,并 对 家 大 PNPO X 
因 和 和 蛋白 结构 进行 了 分 析 ( 张 剑 韵 等 ,2008)。 本 
WR K HKE t PCR 和 Westem blot 方法 对 
PNPO 基因 在 家 和 看 体内 的 表达 进行 了 分 析 , 结果 有 
助 于 进一步 探讨 PNPO 基因 的 表达 与 给 蛋白 的 合成 
之 间 可 能 存在 的 联动 调节 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 和 主要 试剂 

家 在 在 自然 条 件 下 用 桑 叶 喂养 , 5 龄 幼虫 于 
-80C 冰箱 中 保存 备用 。 重 组 质粒 pET 22b( + )- 
PNPO 由 本 研究 室 ( 张 剑 前 等 ,2008 ) WE, 大 肠 杆 
PR Escherichia coli Rosetta 表达 菌株 为 本 人 研 窗 室 保 
ff. SEA Marker 购 目 全 式 金 公司 。 硝 酸 纤维 素 
膜 、Triton X-100, IPTG 购 目 上 海 生 物 工 程 公司 。 
Trizol 试剂 购 目 Invitrogen 公司 ; REEN 2b 
I ^N 26 4 fH MJ ED Signa 公司 ; Reverse 
Transcriptase M-MLV ( RNase H^ ), SYBRÓ Premix 
Ex Taq  Wj E] TaKaRa 公司 ; 山羊 抗 免 Ig G-HRP W 
目 中 杉 金 桥 公 司 ; 超 敏 ECL 化 学 发 沧 试剂 盒 购 目 
用 云天 公司 ; 雄性 兔子 购 目 安徽 医科 大 学 动物 房 。 
其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

1.2. 家蚕 重组 PNPO 的 原核 表达 、 纯 化 及 其 多 克 
隆 抗体 的 制备 

参照 王 振 等 (2010 ) 的 方法 进行 PNPO 的 原核 
表达 。 经 超声 破碎 的 菌 液 8 000 r/min 离心 30 min 
后 用 含 Triton X-100 WARASE FULE, 离心 10 
min 后 用 含 4 mol/L 尿素 的 洗涤 液 洗涤 沉 省 并 再 次 
离心 , 最 后 用 含 8 mol/L ERR RAAR EE UL UE , 
离心 后 的 上 清 即 为 纯化 的 包涵 体 和 蛋白 。 

将 纯化 后 蛋白 与 样品 缓冲 液 混合 , 沸水 浴 5 
min 后 12 000 r/min 离心 5 min 备用 。 经 SDS-PAGE 
后 用 0.5 mol/L KCl %6 ( ig SE, 20090 , 将 目的 
S ELARIRUJ P HI PBS 充分 研磨 后 与 等 体积 弗 氏 完 
ANSA UE. 采用 皮下 多 点 注射 法 对 免 子 进行 
初次 免疫 。 两 周 后 加 强 免 疫 ,， 以 后 每 隔 7 d 加 强 免 
疫 一 次 , 共 4 次 。 间 接 ELISA 方法 检测 抗体 效 价 ， 
达到 Western blot 对 于 抗体 效 价 的 要 求 后 大 量 取 血 。 
1.3 抗体 特异 性 检测 

取 纯 化 后 的 家 看 重组 PNPO 200 pg, 按 4:1 
(V:V) 与 上 样 缓 冲 液 混 勺 后 煮沸 5 min, 进行 SDS- 
PAGE (浓缩 腕 5% , TAR 12.596) 分 析 ，Bradford 


法 测定 重 日 浓度 。 半 干 转 印 法 将 胶 上 有 重 日 转移 至 
硝酸 纤维 素 膜 (NC 膜 ) 上 ， 丽 春 红 染色 后 剪 下 人 带 有 
H B94& F1 Zn? , 浸入 含有 0.5% 脱 脂 奶 粉 的 TBST 
中 封闭 2 h, 在 1:1000 稀释 的 一 抗 中 孵育 1 h。 取 
出 NC lE, PBST 洗涤 3 次 , 每 次 10 min, Zp A 
1 h 后 PBST %3 W, 每 次 10 min。 将 ECL 混合 
液 均 匀 涂 布 在 NC 膜 上 , 反应 1 min, 上 暗盒 中 曝光。 
1.4. RE PNPO 基因 翻译 水 平分 析 

分 别提 取 家 和 蛋 5 龄 第 5 天 幼虫 的 头 部 、 脂 肪 
体 、 中 肠 、 马 氏 管 、 卵 梨 、 丝 腺 、 表 皮 和 精 梨 8 个 组 
ZUS BB. 4 龄 幼虫 、5 龄 幼虫 、 成 虫 和 师 S 个 发 育 时 
期 的 总 蛋白 ,用 Wester blot 方法 检测 PNPO 在 8 
个 组 织 和 5 个 发 育 时 期 的 表达 情况 。 
1.5 家 乔 PNPO 基因 转录 水 平分 析 

按照 Trizol 试剂 盒 说 明 书 分 别提 取 家 看 5 龄 第 
5 天 幼虫 的 头 部 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 马 氏 管 、 精 梨 、 丝 
腺 、 表 皮 和 卵巢 8 个 组 织 的 总 RNA, 采用 DNase I 
( RNase free) 消化 基因 组 DNA, RT-PCR 的 方法 研 
究 PNPO 基因 在 家 和 看 5 龄 幼虫 不 同 组织 的 转录 水 
P. WEKA PNPO 基因 序列 设计 引物 , 同时 选 18 
S rRNA 的 一 对 引物 作为 内 参 。 

引物 序列 如 下 : PNPO 上 游 引 物 为 5” 
CAGCGCCTTTATGGACAA-3', F X 5| d S- 
TATGATAGCGGACATCTCGT-3'; 18 S rRNA E 3$5| 
物 为 5'-CGATCCGCCGACGTTACTACA-', 下 游 引 
98 5'-GTCCGGGCCTGGTGAGATTT-3', 

按照 Reverse Transcriptase M-MLV ( RNase H`) 
的 说 明 书 合成 第 一 链 cDNA。 利 用 SYBRÓ Premix 
Ex Taq 试剂 进行 荧光 定量 PCR 反应 , 采用 BIO- 
RAD iQ5 实时 奖 光 定量 PCR 仪 进行 检测 。 检 测 结 
果 按 相对 定量 法 计算 , 目的 基因 相对 表达 量 计算 公 
式 为 2-aac 


2 结果 


2.1 PNPO 多 克隆 抗体 的 制备 和 特异 性 鉴定 

重组 质粒 pET-22b( + ) -PVPO 经 IPTG 诱导 表 
达 后 , 重组 蛋白 以 包涵 体 的 形式 存在 。 纯 化 、 溶解 
包涵 体重 组 蛋白 经 SDS-PAGE 电泳 后 (图 2) 用 
quantity one 软件 进行 灰 度 分 析 ， 纯度 约 为 75%。 
免疫 结束 用 间接 ELISA 方法 检测 效 价 为 1: 30000, 
Western blot 鉴定 抗体 特异 性 ,得 到 一 条 特异 性 条 
"CE 2), 说 明 所 制备 的 一 抗 对 重组 蛋白 有 较 好 的 


地 异性 。 
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图 1 纯化 后 PNPO 的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 1 SDS-PAGE of purified PNPO 
1: 4 mol/L 尿素 的 洗 潍 液 洗 下 的 蛋白 The eluted enzyme by 4 mol/L 
urea; 2: 纯化 后 的 目的 蛋白 Purified PNPO; 2 : 第 2 泳 道 对 应 的 
Western blot 结果 The Western blot result of lane 2; M: 低 分 子 量 蛋白 
标准 物 Protein molecular weight marker. 





2.2 ”家 和 PNPO 基因 翻译 水 平分 析 

采用 Western blot 对 家 看 5 龄 幼虫 的 8 个 组 织 
和 5 个 发 育 时 期 总 蛋白 中 的 PNPO 表达 量 进 行 分 
fr. 结果 表示 : 在 发 育 水 平 上 5 龄 幼虫 PNPO 的 表 
达 量 为 最 高 (图 2) ; PNPO 在 5 it] RR ER. 3E. 
中 肠 和 马 氏 管 中 都 有 明显 表达 ,以 精 梨 的 表达 量 为 
最 高 (图 3)。 


1 2 3 4 5 


图 2 2] 5 个 发 育 时 期 中 PNPO 基因 的 表达 水 平 
Fig. 2 The expression level of PNPO gene in different 





developmental stages of Bombyx mori 
1: BB Egg; 2: 4 龄 幼虫 4th instar larva; 3: 5 龄 幼虫 Sth instar larva; 
4: 成 虫 Moth; 5; 肾 Pupa. 
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图 3 2&5 龄 幼虫 各 组 织 中 PNPO 基因 的 表达 水 平 
Fig. 3 The expression level of PNPO gene in different tissues 
of the fifth instar larva of Bombyx mori 
1: 3; Head; 2; 表皮 Cuticle; 3: 丝 腺 Silk glands; 4: 脂肪 体 Fat 
body; 5; 马 氏 管 Malpighian tubules; 6; 中 肠 Midgut; 7: JAM Testis; 

8. HH Ovary. 


2.3 RE PNPO 基因 转录 水 平分 析 

KIGE Æ PCR 结果 表明 ,PNPO 基因 在 家 看 5 
BIRERE RE MR R A FA ASi 
体 、 马 氏 管 8 个 组 织 中 的 转录 水 平 存在 较 大 的 差 


异 , 由 高 到 低 依次 为 : R E. PA SRE BB 
桌 、 表 皮 、 脂 肪 体 、 丝 腺 (图 4)。 
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图 4 家 看 5 龄 幼虫 各 组 织 中 PNPO 基因 的 转录 水 平 
Fig. 4 The transcription level of PNPO gene in different 
tissues of the fifth instar larvae of Bombyx mori 
1: 3; Head; 2; 表皮 Cuticle; 3: 丝 腺 Silk glands; 4: 脂肪 体 Fat 
body; 5; 马 氏 管 Malpighian tubules; 6; 中 肠 Midgut; 7: JAM Testis; 

8: 卵巢 Ovary. 


3 讨论 


本 研究 结合 灾 光 定量 PCR 和 Western blot 技术 
对 PNPO 基因 在 家 看 不 同 发 育 时 期 和 5 龄 幼虫 组 织 
水 平 上 的 表达 进行 了 分 析 。PNPO 基因 的 组 织 转录 
水 平 由 高 到 低 依次 为 : TRA. KR. FPA BRE, Bp 
HR. xem. BBHOVR. iR: 翻译 水 平 由 高 到 低 依次 
为 : 精 梨 、 头 、 中 肠 和 马 氏 管 , 表现 出 相同 的 趋势。 
在 生日 表达 水 平 上 ,从 丝 腺 组 织 未 检测 到 PNPO 的 
明显 表达 , 可 能 是 因为 丝 腺 组 织 的 总 蛋 日 含量 高 ， 
而 Western blot 方法 检测 的 标准 是 各 组 织 总 蛋 日 量 
相同 , 这 样 就 导致 丝 乳 组 织 中 PNPO 的 含量 相对 低 
下 ， 以 致 未 能 明显 检测 出 PNPO 的 表达 。 
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